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RESUMO: Os medicamentos alopaticos tomaram o mercado durante muitos anos, mas na
década de 80 os fitoterdapicos voltaram a serem vistos como oportunidade de avango
cientifico. As espécies Alternanthera brasiliana, Chenopodium ambrosioides e Miconia
albicans sdo conhecidas popularmente como Penicilina, erva-de-santa-Maria e Canela de
Velho, respectivamente. Com base em seus usos medicinais, investigaram-se seus metabolitos
secundarios, através da realiza¢do de seus perfis fitoquimicos qualitativos. Preocupou-se
também com a escassez de dados sobre a toxicidade dessas plantas, tornando importante a
realizagdo da avaliagdo da toxicidade. Este teste foi desempenhado através da Artemia
salina, para determinag¢do da DLs) A Alternanthera brasiliana apresentou entre seus
metabdlitos secunddarios taninos, saponinas e alcaldides e sua toxicidade é apresentada como
média com DLsy de 31,2ug/mL. A Chenopodium ambrosioides apresentou somente taninos e
alcaldides, com toxicidade mais elevada, sendo reportado em estudos casos de obitos, onde
sua DLsy foi relatada em 0,00047ug/mL. A Miconia albicans apresentou somente taninos
entre seus metabolitos, e sua toxicidade é considerada baixa, apresentando DLs) de
250ug/mL. E de grande seriedade o estudo das plantas para o desenvolvimento de
medicamentos seguros e eficazes, fazendo a orienta¢do na dispensagdo, pois a utilizagdo
exacerbada e inadequada destes estd se tornando um problema de saude publica emergente
no pais.

PALAVRAS-CHAVE: Alternanthera brasiliana, Chenopodium ambrosioides, Miconia
albicans, toxicidade, perfil fitoquimico.

PHYTOCHEMICAL STUDY AND EVALUATION OF ACUTE TOXICITY WITH
CRUDE EXTRACT OF THE PLANTS Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze,
Chenopodium ambrosioides L. E Miconia albicans sw. Triana

ABSTRACT: The Allopathic medicines has taken the market for many years, but in 80's the
phytotherapy returned to be seen as a scientific advancement opportunity. The species
Alternanthera brasiliana, Chenopodium ambrosioides e Miconia albicans are popularly
known as Penicilina, Erva-de-Santa-Maria e Canela-de-velho, respectively. Based on
medicinal uses, was investigated their secondary metabolites, conducting qualitative
phytochemical profiles. It’s also concerned with lack of data on the toxicity of these plants,
making it important to conduct the toxicity evaluation. This test was performed with Artemia
salina, for DL50 determining. The A. brasiliana presented between its secondary metabolites
tannins, saponins and alkaloids, and presented medium toxicity with DL50 31,2ug/mL. The C.
ambrosioides only presented tannins e alkaloids, with higher toxicity reporting cases of
deaths where the DL50 was reported in 0,00047ug/mL. The M. albicans presented only
tannins and your toxicity was considered low, with DL50 of 250ug/mL. It’s very seriously the
study of plants for the development of safe and effective drugs, making the guidance in the
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dispensation, because of the exacerbated and inadequate use that is becoming and emerging
public health problem in the country.

KEY WORDS: Alternanthera brasiliana, Chenopodium ambrosioides, Miconia albicans,
Artemia salina, toxicity.

INTRODUCAO

O homem procura na natureza recursos para melhorar suas proprias condi¢des de vida
desde os tempos antigos (Lorenzi e Matos, 2008), e lutando pela sobrevivéncia encontrou a
planta como fonte de alimento, além de descobrir suas propriedades toxicas ou curativas
(Matos, 2011).

Confirma-se este crescimento de medicamentos de origem vegetal através de recentes
estudos que descrevem 520 novos medicamentos aprovados entre 1983 e 2010, sendo 39%
produtos naturais ou derivados de produtos naturais (Uchda, 2014). De acordo com o mesmo
autor citado acima se deve ressaltar que o efeito terapéutico ou a toxicidade da planta ¢
diretamente relacionado com seus metabolitos secundarios. A quantidade produzida desses
metabolitos ¢ influenciada por fatores como sazonalidade, umidade, temperatura, tipo de solo
entre outros.

No Brasil, pela sua imensa biodiversidade de plantas medicinais tende-se,
gradativamente, valorizar mais a pesquisa ¢ o uso desses tratamentos fitoterapicos, pois além
de tudo ndo necessita de grandes recursos financeiros para que, a0 menos uma atengao
priméria seja efetuada ao paciente por meio desse tipo de tratamento.

Diante disso, a fitoterapia foi implantada como pratica complementar no Sistema
Unico de Satide (SUS) através do Ministério da Satide (MS) cobi¢ando melhoria da atengio a
satde da populagdo (Rodrigues et al., 2006).

Segundo Sa (2013) isso se concretizou em 2009, quando o Governo Federal Brasileiro
divulgou a Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Dentre
as espécies encontradas na RENISUS, estd a Chenopodium ambrosioides L., membro da
familia Amaranthaceae, conhecida popularmente como mastruz, erva-de-Santa-Maria, mata-
cobra, lombrigueira entre outros (Sa, 2013; Vieira et al., 2012; Lorenzi e Matos, 2008).

Muito utilizada na medicina popular em todo o Brasil, séculos atras ja era empregada
por povos da América central e Andina como anti-helmintica, difundiu-se pelo mundo e no
século 19 onde passou a ser destilada a vapor para produzir um 6leo anti-helmintico em escala
industrial com nome comercial de Baltimore (Vieira et al., 2012). Chenopodium ambrosioides

L. ¢ conhecida por ter propriedades cicatrizantes, vermifuga, antiinflamatoria e
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antinociceptiva (Grassi, 2011) e segundo Lorenzi e Matos (2008) também possui propriedades
para tratamento de bronquites e tuberculose.

Outra planta pertencente a familia Amaranthaceae, ¢ a Alternanthera brasiliana (L.)
Kuntze conhecida popularmente como penicilina, terramicina, doril, sempre-viva, infalivel e
entre outros. Na medicina empirica ¢ empregada no tratamento de diarréias, cistites, infec¢ao
geral e da garganta, além de apresentar atividade analgésica, antibidtica e antiinflamatdria
(Uchoa, 2014; Wakabayashy Kal et al., 2010; Lorenzi e Matos, 2008).

Além dessas espécies, também sera pesquisado uma planta da familia
Melastomataceae, chamada Miconia albicans (Sw) Triana, conhecida popularmente como
quaresmeira de flor branca, pau de tucano e canela de velho (Tomé et al., 2015).
Predominantemente pantropical, a familia Melastomataceae inclui aproximadamente 163
géneros ¢ 4.300 espécies e no Brasil existem quase 250 espécies em florestas e savanas
(Pieroni et al., 2011). As pesquisas sobre esta espécie sdo escassas, mas apresentam resultados
promissores. Segundo De Paula (2009) entre as agdes farmacologicas estdo a analgesia,
antifingica, antiinflamatoria e antiofidica.

Para a realizacdo destas pesquisas sdo utilizados testes de toxicidade, que também sdo
chamados de bioensaios e apresentam diferentes modalidades quanto ao tempo ou a forma de
exposicdo como, por exemplo: agudo, subagudo, cronico, dentre outros especiais (Silva,
2008; Silva et al., 2014).

O primeiro teste a ser realizado em um novo produto, no caso as plantas, ¢ o teste de
toxicidade aguda (Klassen, 2012). Nesse teste os individuos sdo expostos a amostra por um
curto periodo de tempo (inferior a 96 horas) (Silva et al., 2014), e os resultados obtidos sdo
apresentados por Concentracdo Média Letal (CL50). Para a realizacdo deste, serd utilizado a
Artemia salina Leach (Figura 7), um microcrustdiceo marinho que permite a estimativa da
toxicidade, e também ¢ considerado vidvel devido os limites dos efeitos toxicos produzidos
pela Artemia salina serem muito parecidos com o do homem (Amaral e Silva, 2008).

Levando em consideragdo a crescente pesquisa de plantas medicinais para
desenvolvimento de novos farmacos ¢ a necessidade de esclarecimentos sobre a constitui¢ao
quimica e toxicidade destas plantas, este trabalho visa realizar o estudo fitoquimico e o ensaio
de toxicidade com as plantas Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze e Chenopodium
ambrosioides L. e Miconia albicans Sw. Triana através do bioindicador Artemia salina

Leach.

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.5,n.2, p.181-194,2016.



184

MATERIAL E METODOS

Obtengdo do material vegetal

A Alternanthera brasiliana foi coletada em Santa Izabel do Oeste — PR no dia 04 de
margo de 2016, apds a coleta foi transportada para o laboratério de fitoquimica onde foi
realizado os testes com o material botanico em estado fresco.

A Chenopodium ambrosioides foi adquirida na empresa Cha e Cia — Ervas Medicinais
com numero de lote 082015, validade até¢ 11/2016 e com peso liquido de 100 gramas em
estado seco, foi transportada até o laboratdrio onde realizou-se os testes necessarios.

A Miconia albicans foi colhida no estado da Bahia e apds a coleta foi seca
naturalmente, em seguida foi transportada e armazenada no laboratorio de fitoquimica da
UNISEP em Francisco Beltrdo — PR para posterior realizagdo dos testes.

Perfil Fitoquimico

A identificacdo dos metabolitos secundarios foi realizada nas trés plantas, seguindo a
metodologia de Simdes e seus colaboradores (2007), aplicando-se as Reagdes de Borntrager
(direta e com prévia hidrdlise acida), Reacao de Shinoda, Reacdo com Gelatina e metais
pesados e reacdo de Dragendorf, sendo estes respectivamente responsaveis pela identificacao
de antraquinonas, flavondides, taninos e alcaloides.

Preparagdo do Extrato

Os extratos foram obtidos através do aparelho de Soxhlet, utilizando a parte aérea da
planta, em estado fresco a penicilina e seco a Erva-de-Santa-Maria e Canela-de-Velho. A
extracdo foi realizada por esgotamento, por meio do solvente metanol. Realizado isso, o
extrato foi rotaevaporado, seguindo a metodologia adaptada de Uchda (2014).

Preparacées das dilui¢oes com os extratos

Os extratos brutos metanolicos foram diluidos em agua e tween 20, completando com
solucdo salina até o volume final (10 mL). A dilui¢do inicial teve concentragdao de 4000
pg/mL, onde as seguintes diluicdes seguiram de forma gradual, continuadas até o
descobrimento da DLs, todas em triplicata. Também foram preparados tubos para controle
positivo, em triplicata, com solu¢do salina e 0,2 g de tween 20. (Neiva, 2011)

Cultivo da Artemia salina

Os cistos foram cultivas em solucdo salina (1L/35g de sal marinho), com aeracio
continua e iluminacao artificial através de uma lampada de 60 Watts. Ap6s a eclosdo, cerca de
24 4 48 horas, utilizou-se as larvas para o bioensaio (Neiva, 2011; Figueira et al. 2012).

Bioensaio de toxicidade aguda com Artemia salina
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Os testes foram baseados na metodologia adaptada de McLaughlin e seus
colaboradores (1998). Apos a eclosdo dos cistos e as dilui¢des preparadas, adicionaram-se em
todos os tubos 10 larvas de Artemia salina. Aguardou-se 24 horas para realizagdo da leitura,

considerando o numero de larvas vivas em cada tubo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfis fitoquimicos

Apresentam-se na Tabela 1 os resultados obtidos através das reagdes fitoquimicas
realizadas, para identificagdo dos metabolitos secundarios da A. brasiliana, C. ambrosioides e
M. albicans. Os resultados para A. brasiliana mostram-se positivos para taninos, saponinas ¢
alcalodides. Ja para C. ambrosioides deparou-se com resultados afirmativos para taninos e
alcaldides e para a planta M. albicans somente foram positivos os resultados para taninos.

Tabela 1 - Perfil fitoquimico das plantas Miconia albicans, Chenopodium

ambrosioides e Alternanthera brasiliana.

. A.
Metabdlitos M. albicans C'. . brasiliana
. (planta ambrosioides Testes
Secundarios (planta
seca) (planta seca)
seca)

) Reacao de
Antraquinonas - - - Borntrager
Antraquinonas - - - Hidrolise Acida

. Reacao com
Taninos i ] ] Gelatina
Taninos N N . Reagdo com metais

pesados
Flavonoides - - - Reacdo de Shinoda
Saponinas - - + Por agitacdo
. Reagente de
- + -
Alcaldides Dragendorff

Segundo os resultados obtidos com a A. brasiliana contradizem Pereira (2007) e
Rocha (2013) que citam a presenca de flavondides, mas confirmam também a presenga de
alcaldides. Barua (2012) também confirma a presenca de alcaldides, além de esterdides e
triterpenos e explana o potencial de cura de feridas diabéticas e queimaduras através da
angiogenese, formac¢do de fibras de colageno, fibroblastos e desenvolvimento da membrana
basal devido a presenga desses metabolitos, mostrando maior proliferagdo de colageno do que
a droga padrao utilizada no estudo.

Apesar de a atividade farmacologica ser atribuida a esses metabolitos secundarios,

individualmente eles ndo tém efeito farmacoldgico algum segundo Duarte (2004) e Uchoa
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(2014) onde em suas pesquisas relatam que as propriedades farmacologicas se devem ao
conjunto dessas substancias na planta. Além disso, Aratjo e Onofre (2011) constataram
interferéncia do extrato hidroalcoolico da 4. brasiliana sobre antibidticos, sejam esses efeitos
antagonicos ou sinérgicos, confirmando que had sim interagdes medicamentosas entre
fitoterapicos e medicamentos alopaticos.

Apresentam-se ainda na Tabela 1, os resultados obtidos da planta C. ambrosioides que
mostraram-se distintos da pesquisa realizada, Sa (2013) que encontrou somente flavondides e
terpenos concordando com Matos (2011) na presenca desses compostos, mas divergindo na
existéncia de saponinas, onde o presente estudo confirma a auséncia constatada por Sa (2013)
e contraria a presen¢a de saponinas encontrada por Matos (2011).

Essa divergéncia entre pesquisas pode ser devido a parte da planta utilizada para a
realizagdo das andlises de cada autor, levando em consideracao o que foi falado por Pozzatti
(2010), que traz a informagdo de que somente as raizes da C. ambrosioides possuem
saponinas.

A existéncia de alcaldides também tras discrepancia entre os resultados obtidos e
os de Pereira (2015) que sdo negativos para esse metabolito. Deve-se levar em consideragao
os métodos utilizados por cada autor para a identificacdo dos alcaldides, pois nas duas
pesquisas utilizaram-se metodologias distintas. Segundo Sa (2013), no estudo
morfoanatdmico a planta C. ambrosioides apresenta drusas o que ¢ caracteristico de plantas
com alto poder de toxicidade.

Em concordancia com Grassi (2011), Pereira (2015) atribui o efeito
antiedematogénico aos flavondides presentes no extrato, afirmando a equivaléncia com a
indometacina. A auséncia de flavondides na pesquisa realizada deve-se a diferenca da
metodologia (qualitativa e quantitativa) empregada entre as pesquisas € até mesmo a
sazonalidade, local e época da coleta da planta.

Os resultados apresentados para M. albicans (Tabela 1) foram afirmativos
somente para taninos que segundo Pieroni e seus colaboradores (2011) a grande atividade
biologica dessas plantas atribui-se a esses compostos fendlicos, incluindo os flavondides que
nessa pesquisa nao foram encontrados. Castrillon e Bedoya (2009) afirmam que os taninos
sdo encontrados em varias plantas deste grupo, podendo ser responsaveis pelas atividades
empiricas ligadas a elas. Ainda neste estudo reporta-se a presenca de flavonoides,
triterpendides e esterdides, confirmando o comparecimento de flavonoides citado por Pieroni

e seus colaboladores (2011).
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Estudos descrevem os taninos como compostos antimutagénicos, antioxidantes e
antirumorais, mas a grande a¢do analgésica e antiinflamatoria citada ainda estd em fase de
estudo e elucidagdo, devido a escassez de estudos sobre a familia Melastomataceae
(Serpeloni® et al., 2008; Oliveira, 2010). Pressupde-se que essa atividade analgésica e
antiinflamatdria deve-se a presenca dos triterpenodides: acido oleandlico e ursolico. Esses
compostos geraram resultados comparados com a indometacina e exercem efeito através da
inibicdo dos mediadores a inflamacdo, mas somente quando administrados separadamente.
Em contrapartida o extrato bruto apresentou a atividade analgésica e antiinflamatdria também,
onde pode-se concluir que ha a existéncia de um sinergismo entre os compostos existentes na
planta para que haja o efeito desejado (Oliveira, 2010; Vasconcelos et al., 2006).

Avaliagdo da toxicidade

No presente estudo, avaliou-se a atividade toxica frente ao microcrustaceo Artemia
salina, através de extratos de tré€s plantas: 4. brasiliana, C. ambrosioides e M. albicans. Os

resultados foram classificados conforme Meyer et al. (1982).

Tabela 2 - Sobrevivéncia Média de Artemia salina de acordo com as concentragdes do extrato
Alternanthera brasiliana e com o controle negativo (CN).

Concentraciao do Extrato N° de organismos Média (%) de organismos
pg/mL expostos vivos 24h
4000pug/mL 10 0
2000 pg/mL 10 0
1000 pg/mL 10 0
500 pg/mL 10 46,6
250 pg/mL 10 20
125 pg/mL 10 13,3
62,5 ng/mL 10 33,3
31,2 pg/mL 10 50
CN 10 100

Conforme estudos de Barua et al. (2012) a 4. brasiliana apresentou baixa toxicidade
em seus estudos in vivo, com doses de 2,0g/Kg administrados via oral de extrato metandlico.
Em contrapartida neste estudo observou-se (Tabela 2) uma alta toxicidade em relagdo a Barua
e seus colaboradores (2012), com valor de 31,2pg/mL.

Em um estudo realizado por Uchoa (2014) demonstrou que a toxicidade foi

relativamente mais alta do que a encontrada por Barua e seus colaboladores (2012), com valor
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de DLs de 250pg/mL indicando baixa toxicidade. Além disso, o0 método utilizado por Uchda
(2014) ¢ semelhante ao utilizado nesta pesquisa que somente ha alteragdo na preparagdo do
extrato, utilizando como solvente a 4gua. Apesar de a metodologia ser semelhante a de Uchoa
(2014) os resultados ainda sdo divergentes, mostrando nesta pesquisa uma média toxicidade
(31,2pg/mL).

Segundo Souza e colaboradores (2012) a planta C. ambrosioides apresentou uma
toxicidade alta com extrato hexandlico, mas a toxicidade diminuiu quando se utilizou extrato
etandlico, sendo determinada a DLso de 356,6ug/mL. Nos resultados obtidos nesta pesquisa a
DLs ficou determinada em 0,00047ug/mL (Tabela 3), entrando em total discordancia com os
dados mencionados acima.

Em concordancia com Souza e seus colaboradores (2012), Valério (2014) afirma a
baixa toxicidade encontrada, com administracio via oral de doses de 2500mg/kg em
camundongos, ndo havendo comprometimento do sistema nervoso central, autbonomo ou
motor ¢ mudanga de comportamento.

Mas Pozzatti e seus colaboradores (2010) advertem que o 6leo essencial desta planta é
toxico, devido ao seu componente majoritario — o ascaridiol. Alguns autores também citam a
presenga de alcaldides, sendo esse um dos fatores para a planta ser, geralmente, considerada
toxica.

Ha registros de mortes causados pelo consumo do 6leo da Erva-de-santa-Maria que
aconteceram, possivelmente, 4 uma overdose, porém ndo se deparou com casos de
envenenamento ou morte pela ingestdo da infusdo desta planta (Pozzatti et al., 2010).

Conforme o estudo realizado neste trabalho o extrato metandlico se confirmou de alta
toxicidade. Este fato deve-se & muitas variaveis, pois a planta reage diferentemente em cada
sazonalidade, tempo, temperatura, manuseio, coleta, e todos os outros fatores que podem vir a
alterar a producdo de seus metabdlitos secundarios e consequentemente trazerem resultados

distintos entre os estudos
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Tabela 3 - Sobrevivéncia Média de Artemia salina de acordo com as concentracdes do
extrato Chenopodium ambrosioides e com o controle negativo (CN).

Concentraciao do Extrato N° de organismos Média (%) de organismos vivos

pg/ml expostos 24h
500 pg/mL 10 3,3
250 pg/mL 10 20
125 pg/mL 10 6,6
62,5 ng/mL 10 6,6
31,2 pg/mL 10 10

15,6 pg/mL 10 0
7,8 ng/mL 10 6,6
3,9 pg/mL 10 10
1,9 pg/mL 10 16,6
0,97 ug/mL 10 23,3
0,48 ug/mL 10 23,3
0,24 pg/mL 10 10
0,12 pg/mL 10 10
0,06 pg/mL 10 16,6
0,03 ug/mL 10 26,6
0,015 pg/mL 10 6,6
0,007 pg/mL 10 6,6
0,003 pg/mL 10 13,3
0,001 pg/mL 10 20
0,0009 pg/mL 10 13,3
0,00047 pg/mL 10 50
CN 10 100

A terceira planta analisada foi a M. albicans trazendo resultados de baixa toxicidade
com a DLsy determinada em 250ug/mL (Tabela 4). Nao h4 muitos estudos realizados nesta
espécie, tornando os dados escassos. As poucas pesquisas realizadas mostram somente o teste
de toxicidade com o 4cido oleandlico e 4cido ursélico, que sdo os componentes encontrados
nesta familia e geram um interesse consideravel por apresentarem potencial biologico e baixa

toxicidade (Ferreira, 2010).
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Tabela 4 - Sobrevivéncia Média de Artemia salina de acordo com as concentragdes do extrato
Miconia albicans e com o controle negativo (CN).

Concentracio do Extrato N° de organismos Média (%) de organismos vivos

pg/ml expostos 24h
4000pg/mL 10 0
2000 pg/mL 10 0
1000 pg/mL 10 0

500 pg/mL 10 33,3

250 pg/mL 10 50

CN 10 100

Partindo destas informacgdes, deve-se levar em consideracdo que o teste foi realizado
com o extrato metanolico da planta inteira e sua toxicidade ndo serd tdo baixa quanto dos
acidos oleanodlico e ursolico, devido a presenga de outros metabdlitos secundarios, como o0s
taninos e outros terpenos, além dos flavondides.

Ferreira (2010) realizou um estudo com camundongos para a determinacdo da DLs
através da administrag¢do via oral de 2000mg/kg dos acidos oleandlicos e ursolicos, onde nao
houve a determinacdo desta por que nao foi observada ocorréncia de letalidade ou quaisquer
outros sinais de toxicidade em um periodo de 72 horas.

Apesar dos dados mostrarem a baixa toxicidade, deve-se sugerir a realizagao de

estudos mais aprofundados visando a seguranca para o uso desta planta medicinalmente.

CONCLUSAO

Nesta pesquisa confirma-se a existéncia de taninos, saponinas e alcaldides na
Alternanthera brasiliana, onde taninos e alcaldides também se apresentam na Chenopodium
ambrosioides, enquanto na Miconia albicans apenas sdo apontados taninos. Essas substancias
encontradas sdo encarregadas das agdes exercidas pelas plantas em nosso organismo, sejam
elas positivas ou negativas. Analisando as reagcdes negativas que possam existir, realizou-se o
teste de toxicidade para determinacdo da DLs através do microcrustdceo Artemia salina.

As plantas Alternanthera brasiliana e Miconia albicans ndo apresentaram grande
toxicidade frente ao microcustaceo, mas a Chenopodium ambrosioides apresentou uma alta
toxicidade, tendo relatos de intoxicacdo e fatalidades por meio da ingestdo de seu 6leo
essencial. Apds o término deste estudo recomenda-se uma avaliacdo toxicoldgica mais
abrangente sobre essas plantas para sua completa validagdo, pois os testes sdo escassos €

inconclusos na maioria das vezes.
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